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1 ROVIDITESE JEGYZEKE
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2 BEVEZETES ES CELKITUZES

A hazi sertés (Sus scrofa domestica) az egyik legelterjedtebb gazdasagi haszonallat a vilagon;
a husfogyasztas kdzel 40%-at a sertésbol késziilt termékek adjak. Mivel a sertéshus iranti igény
folyamatosan novekszik, igy a termel6knek U0j technoldgidkat és tenyésztési eljarasokat kell
alkalmazniuk, hogy ki tudjak elégiteni az egyre novekvd népesség ¢és megvaltozott étkezési
szokasok altal tamasztott fogyasztasi igényeket. Ezzel felértékelodott, az intenziv tartasi
technologia, amely a nagy termel6képességli sertésfajtak kialakulasanak kedvezett, hattérbe szoritva
a hagyoményos fajtdkat. Kuléndsen érvényes ez a mangalicara, amely zsirsertésként a XIX.
szazadban még nagy gazdasagi jelentéséggel birt, majd a szazadfordulot kovetéen népszeriisége
fokozatosan csokkeni kezdett mivel a fogyasztoi igények a hussertések iranti kereslet iranyaba
mozdultak el, ami a modern fajtak elterjedésének kedvezett.

A mangalica, tobb mas régi mezdgazdasagi allatunkkal egyiitt, sokdig veszélyeztetettnek
fajtanak szamitott, hiszen torténete soran nemegyszer a kipusztulas veszélye fenyegette. A 90-es
évekt6l a mangalica sertések szama jelent6s novekedésnek indult, a génmegdrzési programoknak,
az arutermelésbe vald bevonasnak és a falusi turizmusnak koszonhetéen (CSAPO et al. 1999, TOROK
2011).

A mangalica hlsa a zsirjaban talalhatd kedvezd zsirsavosszetételének koszonhetden
izletesebb, porhanydsabb (FLEGER 1999, CsAPO et al. 1999), igy alkalmas prémium mindségl
termékek eldallitasara. Ennek is koszonhet, hogy fontos exportcikkikké valt tobbek kozott
Spanyolorszagba, az USA-ba és Japéanba.

A novekvd gazdasagi jelentdség és kereslet hatdsara megndtt a mangalicabol készilt
hustermékek hamisitdsa 1s, igy kiemelt fontossdgu lett egy mindségellendrzési rendszer
kidolgozasa. A mangalica és annak harom szinvaltozatanak genetikai tesztjét kidolgoztak ZSOLNAI
és munkatarsai mikroszatellitek segitségével (2006), majd SNP szettek alkalmazésaval is egy
pontosabb modszert dolgoztak ki (2013). Tovabba az anyai uton o6rokl6dé mitokondridlis

haplotipusok is felhasznalhat6ak egyes mangalica vonalak azonositasara MARINCS et al. (2013).

A nemzetkdzi tudomanyos életben a genomszekvenaldsi programok jelentdsége,
parhuzamosan az Uj generacios szekvenalasi technikak fejlédésével, egyre ndvekszik. Ez a fejlédés
lehet6vé teszi, tObbek kozott, az 6rokletes genetikai rendellenességek és a faj vagy fajta azonositas
hatékonyabbé valasat.

2009-ben elkészult, legnagyobbrészt a duroc fajtara alapozva, a sertés teljes referencia

genomszekvenciaja, amit egy nemzetkdzi megallapodas alapjan nyilvanossa tettek UENISHI et al.



(2009). Ugyancsak 2009-ben indult el az elsé és maig egyetlen hazai haszonallat, a mangalica,
genomprogramja a tobb kutatointézet és véllalkozads részvetelével megalakult MANGFOOD
konzorcium keretében. A program sordn meghataroztak a mangalica mindharom fajtajanak
(szinvaltozatanak) teljes genomjat, majd a referencia szekvenciaval 0sszehasonlitva,
bioinformatikai mddszerek segitségével mangalicara jellemz6 strukturalis kiillonbségeket kerestek,
ezzel megteremtve a lehetdéséget a mangalica termékek nyomon kdvetésére, hamisitdsanak
kisziirésére €s a fajta tisztasdganak megdrzésére.

2012-ben 55 eurdpai és azsiai vad illetve hazi sertés teljes genomszekvencidjat publikaltak
GROENON et al. (2012). Ezt a nyilvanos adatbazist dsszehasonlitva a MANGFOOD konzorcium
mangalica genom adataival lehet6vé valt Gjabb szekvencia kiilonbségek (deléciok, inszercidk)
keresése mangalica és mas sertésfajtak kdzott.

Noha van mar mangalica fajtdk azonositasara DNS diagnosztika, az volt a feladatom, hogy az
eddigi mangalica azonositdsi modszerekre egy alternativ, olcsén és gyorsan kivitelezhet6 DNS
diagnosztikai mddszert dolgozzak ki. Célom volt a nemzetkdzi adatbazisban elérhetd 55 sertés
teljes genomszekvenciak 6sszehasonlitisa a MANGFOOD konzorcium altal meghatarozott négy
teljes sertésgenommal. Olyan eltéréseket vizsgalata, amelyek lehetdvé teszik a mangalica fajtak
elvalasztasat a tobbi sertésfajtatol és hibridtdl. A kiilonbségeket mutatd genom szakaszok alapjan
mangalica-fajtaspecifikus markerként hasznalhaté PCR alapld DNS diagnosztikai rendszer

kialakitasa, tesztelése.



3 IRODALMI ATTEKINTES

3.1 A mangalica
3.1.1 A mangalica eredete

Hazank régi magyar zsirsertés fajtaja a mangalica, melynek Osei (szalontai-, bakonyi-, alfoldi
sertés) nagy valoszinliséggel a Karpat-medencében tartott lapi sertéstdl szarmaznak (EGERSZEGI et
al. 2003a, MARINCs et al. 2013). Az 1800-as évek elsd felében Jozsef nador tulajdonaba kertilt az
els6 sumadia sertés allomany, amellyel megkezdte a bakonyi és szalontai sertések keresztezését,
egy jobb mindségii zsirsertésfajta eldallitasa érdekében. Ezekbdl a keresztezésekbdl alakult ki a ma
is ismert mangalica sertés. Mas forrasok szerint (HANKO 1940, MATOLCSI 1975) méar a sumadia
sertés behozatala elott is létezett egy gondor szOori (mangalica) sertés hazankban, amely nagy
valdszintiséggel a szerb-horvat teriiletekrdl a bécsi vasarokba hajtott kondakbol elszokott egyedek
és a fentebb emlitett Karpat-medencei fajtak spontan keresztez6désébdl alakulhatott ki,

A szbke mangalica kialakulasat kovetden, a fecskehasi mangalica a széke és fekete
mangalicak, a voros mangalica pedig a szOke mangalica és a szalontai sertés keresztezésébol jott
létre (EGeERszeGI et al. 2003a, ZsoLNAI et al. 2013). A legujabb genetikai vizsgalatok
bebizonyitottadk, hogy a mangalica sertések harom szinvaltozata kulon fajtat alkot ZSOLNAI et al.
(2006), valamint valosziniisitették a fajta Karpat-medencében vald kialakuldsanak tényét MARINCS
etal. (2013).

3.1.2 A mangalica fajtak jellemzése

Fajtatiszta mangalicanak tekintheték azok az egyedek, amelyek a korabeli részletes fajtaleiras
és torzskonyvi nyilvantartads alapjan magukon hordozzak a fajta jellegzetes killemi jegyeit.
Magyarorszagon jelenleg fajtatiszta allomanyban csak a szdke, voros, és fecskehasi mangalica
létezik. Kisebb fekete mangalica populédciok élnek Roménidban, az egyéb kordbban Iétezett
mangalica szinvaltozatok pedig, mint amilyen az ordas, baris és vadas, mar csak keresztezett

alloményokban fordulnak el6, vagy kihaltak RADNOCzI (2006).

Szdke mangalica
A legnagyobb szamban el6forduld szinvaltozat (1.a abra). Testméretét tekintve kozepes,
szilard testfelépitésii sertés. Szdrzete dus, gyaluforgacsszerien gondor6dd, amelynek szine a

sziirkétdl a sargasvords arnyalatig terjed. Téli szérvaltas jellemzi, ilyenkor vastag, tomatt, gondor



bundat noveszt, még a nyari hdnapokra a simabb, egyenes lefutasu szorzet a jellemz6. A durva
szbrzet és a haton felallo sorték nem kivanatos, durvasagra utalo jelek. A fej kdzepesen hosszu
enyhén tort orrhattal, a szemek sotétbarnak, a pillak és a szemoldok szine fekete. A testnyilasokra, a
csulokre es a turokarimara szintén a fekete szin a kivanatos tulajdonsag. Barmilyen jol elhatarolhato
rozsaszin fellilet a testen vagy a csllkok viaszsarga szine idegen fajtaval tortént keveredésre utal
(RACz 1930, RACcz 1932, RADNOCZI 2006).

Fecskehast mangalica
A dél-magyarorszagi terilleteken alakult ki a szOke mangalica és a fekete mangalica
keresztezésébol. Szorzete az oldalan, a hat felso részén és a végtagokon fekete, mig a has és a toka
fehér vagy sargasfehér szinii (1.b abra). A fajtara jellemz6 a jo szervezeti szilardsdg, a durvabb
szOrzet. A fecskehast mangalica testtomeg-gyarapodasi és vagasi tulajdonsagai elmaradnak a széke
mangalicaétol. A fajtara vonatkozo nem kivénatos bélyegek megegyeznek a szke mangalicanal

leirtakkal (RAcz 1930, RAcz 1932, RADNOCZzI 2006).

Voros mangalica

A szalontai sertés és a szOke mangalica keresztezésébdl szarmazik. Hagyomanyosan az
erdélyi és kelet-alfoldi tertileteken tartottak. Szine a barnasvords kiilonb6z6 arnyalatai lehetnek (1.c
abra). Termete nagyobb, mint a masik ket fajtaé, novekedési erélye és szaporasaga is jobb (RAcz
1932, RADNOCZI 2006).

1. dbra: Sz6ke mangalica () és fecskehast mangalica (b) és vords mangalica (¢) (HTTPL)



3.1.3 A mangalica magyarorszagi helyzete

Az 1860-as évekre a szOke mangalica az orszag egész teriiletén uralkodova valt, fokozatosan
kiszoritva a primitiv fajtakat. A XI1X. szazadban az orszag teriiletén szamos sertéshizlaldat (példaul:
kébanyai, szegedi, debreceni) létesitettek, amelyek ki tudtdk elégiteni a novekvd szamu lakossag
zsir iranti keresletét, mivel a zsirnak abban a korban fontos étkezési és tartdsitd szerepe volt a
hiitészekreny és a ndvenyi olajokbol keészult termékek hianya miatt (RADNOCzI 2006, TOROK 2011).

Az allomanyt elészor 1895-ben behurcolt korokozo6 okozta sertéspestis jarvany tizedelte meg,
amely utan csak lassan indult meg a névekedés. Ujabb csapést az 1. Vilaghaboru és a trianoni
békeszerz0dés jelentette, amelyek kovetkeztében a sertésdllomanyunk a harmaddra esett vissza
TOROK (2011).

1927-ben megalakult a Mangalicatenyésztok Orszdgos Egyesiilete és ezzel megkezdddott a
mangalicak torzskonyvezése és kdzpontilag iranyitott tenyésztése az allomany novelése céljabdl. A
gazdak nemesitd munkaja azonban sok esetben a modernebb fajtak (yorkshire, berkshire, német
nemes stb.) felé fordult RAcz (1932).

A 1II. Vilaghaborut kovetden a mangalica jelent6sége tovabb csokkent, hiszen a megvaltozott
étkezési szokasok megkdvetelték az intenziv tartast bir6, modern, nagy termeldképességt fajtak
kialakulasat. A legnagyobb visszaeseés 1960-ban kezd6dott, amikor az &llomény létszama 1000
darab ala esett és a 1970-es évekre szinte teljesen eltiinik (EGERSZEGI et al. 2003a, TOROK 2011).

1973-ben az allam védett fajtava nyilvanitotta a mangalicat. Az 1994-ben Gjra megalakul
Mangalicatenyésztok Orszagos Egyesiiletének koszonhetden az eredeti 56 vonalbdl fennmaradt 27
vonal segitségével jelentds novekedésnek indult a mangalica sertések szdma, amiben a
génmegdrzési program, az arutermelésbe vald bevonas és a falusi turizmus is nagy szerepet jatszott
(CsapO et al. 1999, TOROK 2011).

Mindezek hatasara a kocalétszam ugrasszerlien megndvekedett, 2007-ben pedig a
nyilvantartott kocdk szama mar elérte az azdta is cstcsot jelentd 9202 egyedet. A
Mangalicatenyésztok Orszagos Egyesiiletének (MOE) nyilvantartasaban 2013-ben 7498 fajtatiszta
mangalica koca szerepelt (TOTH 2009, HTTP2). A 2. dbran lathatd a kocdk szamanak valtozasa
1988-t61 2013-ig.
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1988 | 1993 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011 | 2012 | 2013
@ Fecskehasi | 61 32 7 73 | 118 | 142 | 215 | 481 | 655 | 884 | 895 | 901 | 650 | 735 | 732 | 1038 | 1171 | 1315
OVoros 46 31 55 64 | 126 | 189 | 366 | 716 | 979 | 1160 | 1576 | 1318 | 1316 | 1237 | 1393 | 1525 | 1877 | 1697
OSzéke 222 | 138 | 438 | 557 | 934 | 1065 | 1669 | 2802 | 4010 | 5212 | 6549 | 6983 | 5488 | 4219 | 4037 | 3768 | 4443 | 4486
O Osszesen 329 | 201 | 570 | 694 | 1178 | 1396 | 2250 | 3999 | 5644 | 7256 | 9020 | 9202 | 7454 | 6191 | 6162 | 6331 | 7491 | 7498

2. &bra: A mangalica kocalétszam alakuldsa 1988 és 2013 kdz6tt MOE adatok alapjan

3.1.4 A mangalica értékméré tulajdonsagai és gazdasagi jelentosége

A mangalica tipikus zsirsertés, szinhds kihozatala 30-40%-0s, amelyhez lassi novekedés

parosul. Idealis vagasi sulyat kozel két és fel év alatt éri el szemben a 230-240 nap kdzott vaghato

modern fajtakkal, amelyeknél a szinhus arany is kedvezébb (ENDER 2002, RADNOCzI 2002, HOLLO

et al. 2003, NISTOR et al. 2012). A mangalica alomszadma és a takarmanyértékesitd képessége is

elmarad a modern fajtaktol (1. tablazat).

1. tAblazat: A mangalica és a hussertés osszehasonlitasa kiilonb6z6 értékmérdk alapjan

Mangalica Hussertés
5-6 Alomszam (db) 10-12
13 Nevelési idd (honap) 6
130-160 Vagasi stly (kg) 90-110
40-59 Szalonnavastagsag (mm) 18-20
28 Izomvastagsag (mm) 46
37 Szinhus (%) 52
420-460 Gyarapodas (g/nap) 530-560
4652 Takarmanyertékesités 28-39
(ka/kg)

TOROK 2011 nyoman
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A mangalica husa nagy mennyiségii intramuszkularis zsirt tartalmaz, igy izletesebb,
elkészitve pedig porhanydsabb mint a hussertés fajtdké (FLEGER 1999, CsApPO et al. 1999,
MickLICH et al. 1999, HALMY 2006). Szalonnaja a kedvezd zsirdsszetételnek koszonhetden
kival6an hasznosithatd magas zsirtartalmu termekek gyartasara HoLLO et al. (2003).

A modern fajtadkkal torténd Osszehasonlitd vizsgalatokbol kitlinik, hogy azonos
takarmanyozési korilmények mellett a mangalica hisa tobb mikroelemet és B vitamint tartalmaz,
amely a takarmany Osszetételétdl fiiggetleniil, genetikailag meghatarozott. Hustermelési intenzitasa
rovid ideig tart, fokozott zsirbeepiilés mellett. Ugyanakkor izomszOvetei a zsirtartalomhoz
hasonléan magas szarazanyag-tartalommal rendelkeznek (RADNOCzI 2002, LUGASI 2006, TOTH et
al. 2009).

A takarmanyozas mangalica esetében is befolydsolja a szOvetek zsirdsszetételét, pl. a
hatszalonna tobb telitetlen zsirsavat tartalmaz, mint egyéb testtajak zsirszdvetei, azonban telitett
zsirsavak aranyaban nem tér el a hastipusl sertésektél (RADNOCzI 2002, NISTOR et al. 2012).
Takarmanyozassal jelentdsen befolyasolhaté az omega 3 és omega 6 zsirsavak aranya, amely igy is
meghaladja a human taplalkozasban javasoltat.

Az egészséges taplalkozasnal, a hus koleszterin-tartalma is fontos szempont. A mangalica
husa alapvetéen nem tartalmaz kevesebb koleszterint, de annak szintje extenziv tartdssal
csokkenthet6 (HALMY 2006, SzABO 2006).

A megfelel6 technoldgiakkal, mint amilyen a fajta sajatossdgainak megfeleld takarmanyozas

és tartas, javithato a sertéshus mindsége LUGASI (2006).

A mangalica hisénak kedvezd beltartalmi értékei miatt a bel6le késziilt termékek irant az
1990-es évektdl egyre nétt a piaci kereslet, és ezzel egyiitt az allatdllomany is névekedésnek indult.
A piaci versenyképesség novelése érdekében a MOE engedélyezte az arutermelésre szant
mangalicaxduroc hibridek eléallitasat.

Ez azonban szigoru szabalyozas alatt all:

—a mangalica koca és duroc kantdl szarmazé F1 nemzedék kizardlag arutermelésre allithatd

elo;

—a mangalica eredetére és a mangalica vérhanyadra vonatkozo igazolassal kell rendelkezni,
aminek a kiadasat a 86/2007(V111.17) FVM EUM.-SZMM. az élelmiszer jel1ésrol sz616
rendelet szabalyozza (http3, SzABO 2000);

—az arutermelés nem veszélyeztetheti a fajtatiszta allomanyt

A mangalica sikerességét részben annak is kdszdnheti, hogy hatsé combja ideélis hosszu ideig

érlelt sonka elkészitéséhez. Jelenleg az Olmos és Téth Kft. koordinalja az exportot, valamint a
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vallalat a sajat telepe biztositja a tenyész-, és a vagoallatok utanpotlasat és szerepet vallal a
génmegobrzésben is. Napjainkban Spanyolorszag mellett tébb kontinensre is szallitunk (TOTH 2006,
TOROK 2011).

A szigoru szabalyozéds ellenére el6fordulnak ellendrizetlen tenyészetek ahonnan az
¢lelmiszerlancba nem megfelelden jelolt mangalica termékek jutnak.

A kereskedelemben felmeriil6 problémak ellenére a mangalica a jovedelmezbsége és
fenntarthatésadga (,,saving by consumption”) megvaldsulni latszik, ami a fajta megOrzése

szempontjabol kilondsen fontos Popovics et al. (2011).

3.2 Genom programok

A Human Genom Program utan az Ujgeneracids szekvenalasi modszerek elterjedésével
szamos modellallat és gazdasagilag jelentOs allatfaj teljes genomjat is megismerték a kutatok. A
sertés 18 testi valamint X és Y ivari kromoszomakat tartalmazé genomjanak mérete 2,8 Gb kortili,
ami hasonlé az emberéhez. A sertés a vilag fontos élelmiszerforrasa és mivel az élettani és
biokémiai tulajdonsagai kozel allnak az emberhez, az emberi betegségek modellezésében is

hasznalhat6 (GROENEN et al. 2012, HTTP4).

3.2.1 Nemzetkozi sertés genom projektek

A ,,Sino-Danish Pig Genome Project” 2005-ben szamolt be eldszor sertés genomrol
0,66-szoros lefedettséggel WERNERSSON et al. (2005).

A 2003-ban alakult Sertés Genomszekvenalasi Konzorcium (Swine Genome Sequencing
Consortium), amelynek tagjai kozo6tt 12 orszag szamos kutatOintézete és egyeteme talalhaté meg,
2009 novemberében tette elérhetdvé az Ensembl adatbazisban a sertés teljes referencia genom
szekvencidjat (ScHook 2005, UENIsHI et al. 2009, ARCHIBALD et al. 2010, HTTP5). A SGSC
amellett, hogy fényt deritett a sertés evollciojara és a haziasitasanak kortlmenyeire, tovabb
bovitette és pontositotta a szekvencidkat, igy 2012 novemberében szdmos eurdpai és azsiai, vad és
haziasitott sertés genomszekvenciaival frissiilhetett a referencia adatbazis GROENEN et al. (2012).

Ugyanebben az évben hoztak nyilvanossagra az 1987 Ota beltenyésztéssel kialakitott
Wuzhishan mini-sertés teljes genomjanak szekvenciajat és annak elemzését FANG et. al (2012). A
rendelkezésre allo adatok lehetéséget biztositanak a komplex genetikai betegségek, mint amilyen az

elhizas, sziv-és érrendszeri betegségek, endokrinolégiai megbetegedések, alkoholizmus, nefropatia,,
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cukorbetegseg, Parkinson-, és Alzheimer-kor, modellezésére a human gyogyaszatban (ARCHIBALD
et al. 2010, FANG et. al 2012, WALTERS et. al. 2012).

Osszefoglalva azt mondhatjuk, hogy a kiilonbdzé sertésfajtdk genomszekvenciai eldsegitik a
sertések hatékonyabb felhasznaldsat a mezdgazdasagi termelésben ¢és értékes informaciokkal

szolgalnak a humén orvostudoméany szdméara EDMUNDS (2012).

3.2.2 Hazai sertés genom projektek

Magyarorszagon az elsé haszonallat genomprogramot a MANGFOOD konzorcium hivta
életre a mangalica fajtakra, amelyek esetében korébban szaporodasbioldgiai és élettani funkciokkal
kapcsolatos kutatasok voltak jellemzéek (CsSAPO et al. 1999, ENDER 2002, HoLLO et al. 2003,
EGERSZEGI et al. 2003b, RATKY 2005).

MANGFOOD projekt

A Nemzeti Fejlesztési Ugynokség tamogatasaval hat részvevé (Mezdgazdasagi
Biotechnoldgiai Kutatokdzpont, Allattenyésztési és Takarmanyozasi Kutatdintézet, Kozponti
Elelmiszer-tudomanyi Kutatéintézet, Biomi Kft., Wessling Magyarorszag Kft., Olmos és T6th Kft.)
kozremiikddésével indult el 2009-ban a program, amely célul tlizte ki a mangalicabol késziil
huskészitmények versenyképességének novelését, azok nyomon kovethetdségét, az esetleges
hamisitvanyok kisziirését a piacrél és a mangalica fajta tisztavérli tenyészetben torténd
fenntartasanak eldsegitését, korszerli biokémiai és genomikai moddszerek segitségével (HTTPG,
MOLNAR et al. 2014).

A kutatdsok kezdetén létrehoztak egy kdzponti biobankot, amely az 0sszes magyarorszagi
mangalica apai vonalbdl és anyai csaladbdl szarmazé szévetmintakat tartalmazza. A tenyésztési
adatok alapjan egy-egy szdke, voros és fecskehasi mangalica valamint egy duroc egyedet valasztottak
ki, amelyeknek teljes genomjat meghataroztak az akkor elérhetd ujgeneracios szekvenaldo (NGS)
modszerekkel (Roche 454 Titanium FLX, ABI SOLID és Illumina HiSeq 2000) MoHR (2011). A
szekvenalas eredményeként a széke mangalica esetében 19-szeres, a fecskehasi mangalica esetén
14-szeres, vOrds mangalica esetén szintén 14-szeres atlagos lefedettséget kaptak. Ezzel sikerilt a
nemzetk6zi genom adatbazist is béviteni, mivel a mangalica nem szerepelt a vizsgalando fajtak
listajaban.

A genomikai adatok feldolgozéasaval olyan strukturalis variaciokat (inszerciokat, deléciokat és
SNP-ket), azonositottak, melyek segitségével nagy biztonsaggal megallapithatdo a bolti termékek
eredete és a mangalica fajtaazonositasa (MOLNAR et al. 2014, ZSOLNAI et al. 2013, HTTP6).
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Mitokondridlis DNS D-loop régidjanak vizsgélataval 27 haplotipusba tudtédk sorolni a
magyarorszagi mangalica allomanyt, ami jol elkilondl a tobbi sertésfajtatol (MOLNAR et al. 2012,
MARINCS et al. 2013).

3.3 Szekvenalasi modszerek
3.3.1 Elsé6 generacios szekvenalas

Els6ként Frederick Sanger, Alan Coulsonnal kidolgozta a plusz és minusz technikat, amely a
hagyomanyos kémiai modszereken alapult. Ennek segitségével sikerlilt meghatarozni a teljes
genomjat a phi X174 bakteriofagnak (SANGER & COULSON 1975, SANGER et al. 1977).

1977-ben a Sanger-fele lancterminacios szekvendlasi eljaras forradalmasitotta a DNS
bazissorrendjének meghatarozasat. A munkajaért Sanger 1980-ban megosztott Kémiai Nobel Dijat
kapott SANGER et al. (1977).Ez az eljaras pontos ugyan de lassd, ezért ma mar automata kapillaris
elektroforézises szekvenalo berendezést hasznalnak (DovicHI 2000, WEAVER & HEDRICK 2000).

Napjainkban is kedvelt kisebb DNS szakaszok meghatarozasara pontossaga révén.

3.3.2 Uj generacids szekvenalasi modszerek

A Humén Genom Program (HGP) befejezésével, amint szinte kizarolag a automatizalt
kapillaris elektroforézissel végeztek, megnétt a kiillonb6z6 él6lények genomjanak megismerésének
igénye. Azonban 0j platformok fejlesztésére volt sziikség, mivel a korabbi modszerek lassuak €s
koltségesek voltak MARDIS (2008, 2011). Az ezredforduldt kovetden megjelentek az 0j generacios
szekvenal6 rendszerek, amelyek képese voltak egyszerre tobb DNS szakasz parhuzamos
meghatarozasara. Az NSG-k lehet6séget biztositanak kopiaszam variaciok, indelek, SNP-k
azonositasa mellett biologiai és 6koldgiai kutatdsokban elvégzésére is MIHALY & GYORFFY (2011).

Az NGS rendszerek 2004-ben kezdtek a kereskedelmi forgalomban megjelenni és
fejlodésiikkel egyre olcsobba valtak (3.4bra) a teljes korii genom vizsgalatok inditdsa MARDIS
(2011).
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3. dbra: A genomszekvenalasi kdltségek alakulasa 2001-2014-ig (http4)

A rendelkezésre all6 platformok kozll hazankban még mindig a Roche/454 FLX, Applied
Biosystems SOLiD™4, Illumina HiSeq2000 a legismertebb.

A Roche/454 Titanium FLX szekvenator volt az els6 amelyet kereskedelmi forgalomba
hoztak. A késziilék a szekvenalds szintézissel (sequencing by syntesis) modszert alkalmazza,
amelynek az a lényege, hogy az egyszalUsitott DNS szakaszt egy gyongyhoz kotik, és emulzids
PCR reakcio6 segitségével amplifikaljak. Ezt kovetden a gyongyoket egyesével egy picotiter plate-re
helyezik, és piroszekvenalassal meghatarozzak a szekvenciakat. A késziilék elénye, hogy hosszl a
bazis leolvasasi teljesitménye (400bp) és egy 10 oranyi futds alkalméaval atlagosan 500 Mb
teljesitményre képes. Ez a hosszu bazis leolvasas megkonnyiti a de novo genomillesztést, azonban a
rendszernek gondot jelentenek az i1smétlodd szekvencidk, delécidk, inszercidok felismerése. A
legujabb készilékek (GS FLX+, GS Junior) mar 1 millié bazis leolvasasi teljesitményre képesek
(VOELKERDING et al. 2009, MARDIS 2011, MIHALY & GYORFFY 2011, Hul 2012, SHOKRALLA et al.
2012, HTTPT).

Az ABI SOLIiD-nél, hasonl6an a Roche 454 FLX-hez emulziés PCR-rel sokszorositjak fel a
DNS fragmentumokat, azonban ebben az esetben a szekvenalas ligalassal torténik. A targylemezhez
kotott gyongyoket négyféle fluoreszcens jeldlést tartalmazo probakkal hibridizaljak. A probak elsé
két nukleotidja ismert, igy a floureszcens jel szinkddjai alapjan hatarozzak meg a szekvenciakat.
Rovid 2x50 bazis leolvadasra képes és a teljes futasi id6 alatt 4 Gb nyers szekvenciaadat keletkezik
(VOELKERING et al. 2009, MARDIS 2011, MIHALY & GYORFFY 2011, SHOKRALLA et al. 2012,
HTTP7).

2007-ben jelent meg az Illumina HiSeq 2000, amelyet a Solexa cég fejlesztett ki, amit az

[llumina felvasarolt. A meghatarozni kivant DNS szakaszok felsokszorositasara un.
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hidamplifikaciot alkalmaznak. Az amplifikaciot kovetéen eltavolitjdk a reverz szalakat ¢és
fluoreszcensen jelolt nukleotidokat adnak a templat szalhoz. A bazisbeépiiléskor keletkezd jel
alapjan hatarozzak meg a szekvenciasorrendet (VOELKERING et al. 2009, MARDIS 2011, MIHALY &
GYORFFY 2011, SHOKRALLA et al. 2012, HTTP7). Teljes bazis leolvasasi kapacitasa két és fel nap
alatt 1,5 Gb, igy az lllumina HiSeq2000 7-10 nap alatt képes egy emberi genom szekvenaléséara,
mindezt alacsony koltségek mellett. Az Illumina cég tovabbi platformokat fejlesztett ki, amelyek
kozul az idei évben megjelent HiSeq X Ten készilék egy teljes human genom szekvenalasi
koltséget 1000 $-ra csokkenti (HAYDEN 2014, http8).

3.4 Molekuléaris markerek

Molekularis markerként hasznalhatok a DNS olyan meghatarozott szakaszai, melyek
specifikus szekvenciakat tartalmaznak, és kdvetik a mendeli 6roklésmenetet. Lehetnek gének, vagy
olyan DNS szakaszok egyarant, amelyeknek nincs fenotipust kialakité szerepe HEszKY (2005). Az
idealis DNS markerek nagyfoku polimorfizmussal rendelkeznek, lehetéleg kodominansan
oroklédnek, gyakori az el6fordulasuk, és reprodukalhaté eredményt adnak TENEVA (2009). A
molekularis markerek fobb alkalmazasi teriilete a genotipus-azonositas, genotipizalas, nemesitési
vonalak és fajtak homogenitasanak ellenérzése, genetikai diverzitds elemzése, génvéltozatok és

allélvariéciok azonositasa, természetes populéciok jellemzése TENEVA et al. (2013).

Genetikailag a hazi sertés az egyik legvaridbilisabb haszonéallat igy esetében szamos
molekuléris (pl. RAPD, RFLP, AFLP, mikroszatellit és SNP) marker hasznalhat6 kiilonb6zo
genetikai vizsgalatokhoz (CARATTI et al. 2010, OLLIVER & FouLLEY 2011, YANG et al. 2013,
MOLNAR et al. 2014)

RFLP markerek segitségével a restrikcios mintazat alapjan a kozeli rokon fajokat lehet
elkiloniteni egymastdl. Manapsag példaul a halotan teszt helyett PCR-RFLP-t alkalmaz a
stresszérzékeny homozigdta recessziv genotipusi sertések azonositdsara BAcCILA et al. (2011).
RFLP segitségével a leptin génben négy 0j genetikai polimorfizmust azonositottak kiilonb6zo
sertésfajtdkban (JIANG & GIBSON 1999, YANG et al. 2013). A technika elénye megbizhatosaga,
ismételhetésége és az RFLP markerek kodominans 6roklédese. Hatranya, hogy nagyon munka és
1d6idényes, az RFLP markerek polimorfizmusa viszonylag alacsony fok, és emellett sziikséges a
szekvencia ismerete is (TENEVA 2009, YANG et al. 2013).

A RAPD mddszerrel ismeretlen DNS szekvenciakat lehet amplifikalni révid (10bp hosszu),

random szekvencidju primerekkel. RAPD-dal meghatarozhatd a kiilonboz6 fajok genetikai
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diverzitasa, igy példaul a vaddisznd és a sertés specifikus genetikai ujjlenyomatat is meghataroztak
mar ezzel a technikaval KoH et al. (1998). A mddszer ugyan egyszer(i, gyors ¢s olcso, de a RAPD
markerek dominans o6roklédésiieck és a modszer megbizhatésaga, reprodukalhatosaga is
kifogasolhatd YANG et al. (2013).

Az AFLP technikdval, hasonléan a PCR-RFLP-hez, nagy mennyiségli restrikcios
fragmentumot lehet PCR segitségével detektalni. Nagy elénye az RFLP-vel szemben, hogy nem
szilkséges hozzd szekvencia ismerete. Az AFLP-vel generalt ,,DNS-ujjlenyomat”-ok jol
hasznalhatdak géntérképezesre, és a populacidk beltenyésztettségének felmerésére. Hatranya, hogy
dominédnsan 6roklédik, igy a heterozigota egyedeket nem lehet csupan a mintazat alapjan kisziirni
(Vos etal. 1995, OviLo et al. 2000, YANG et al. 2013).

A mikroszatelliteken alapuld molekularis markereket az 1990-es évekt6l hasznaljak egyed- €s
fajtaazonositasra valamint genetikai 6sszehasonlitasok elvégzésére (OviLo et al. 2000, ROMANOV &
WEIGEND 2001, CARATTI et al. 2010, YANG et al. 2013, MELENDEz 2014). J6l alkalmazhatok
filogenetikai ellenérzésre, betegséget okozd genetikai rendellenességek keresésére, QTL
térképezésre és MAS-ra (ERHARDT & WEIMANN 2007, TENEVA et al. 2013, YANG et al. 2013). Ezek
a rovid repetitiv szekvenciak viszonylag egyenletesen oszlanak el a genomban, de hasznalatuknal
fontos a szekvencia ismerete, az adott l6kuszra specifikus primerek tervezésehez. Mindezek
ellenére a mikroszatellitekkel torténd genetikai vizsgalat hatékonyabb a fentebb leirt mas
modszereknél, hiszen automatizalhatd, nagy pontossagu, magas reprodukalhatdsagu,
multiplexelhet6 és a mikroszatellit markerek kodominansan oroklédnek (YANG et al. 2013,
MELENDEZ 2014).

Az SNP-nek nevezzilk a pontmutaciokat, amiket csak akkor tekintink varidcionak ha a
populacio legalabb 1%-aban megjelennek VIGNAL et al. (2002). Az SNP-k nagy mennyiségben
jelennek meg a genom kodolé és nem kddold régidjaban is. Kedvelt molekularis markerek a
kiilonbozé haszonallatok genetikai betegségének vizsgalatdban, mivel nagy szamban torténd
eléfordulasuk ¢€s nagyfoku variabilitisuk miatt kiilonosen alkalmasak genetikai rokonsagok
felderitésére (WILKINSON et al. 2012, ZSOLNAI et al. 2013). Ezenkiviil fontos szerepet jatszanak a
haszonallatok evollcios eredetének kutatdsaban, és a populacidok kozotti filogenetikai rokonsag
feltarasaban MARINCS et al. (2013). A genomszekvenalasi modszerek alkalmazasa ugrasszertien
megnoveli a lehetséges SNP markerek azonositasat, ami kiilonds jelentéségii példaul populaciok
genetikai variacioinak megismerésében YANG et al. (2013).

A strukturalis variaciok (SV) kozé tartozik a hosszabb DNS szakaszok kiesése vagy beéplilése
(delécio, inszercid, vagy osszefoglalé néven indel) miatti kiildnbségek, valamint a kromoszoman

beluli kopiaszam variaciok (CNV) ZHANG et al. (2011). Ezeknek a szerkezeti valtozasoknak,
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amelyek szerepet jatszanak a fenotipus és a genetikai variacié kialakitasaban OGURTSOV et al.
(2004), megismeréséhez a teljes genomok ismeretére volt sziikseg. Amennyiben a CNV-k és
indelek exonokat erintenek, akkor gének és betegségek megismerésére is alkalmasak (YALCIN et al.
2012, ZICHNER et al. 2013). A sertés esetén MOLNAR és munkatarsai (2014) a mangalica fajtak és a
duroc genomjanak dsszehasonlitasaval tobb milli6 SNP-t és SV-t detektaltak.
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4 ANYAG ES MODSZER

4.1 Bioinformatika

Csoportunkban a mangalica genomok MOLNAR et al. (2014) és egyeb publikalt sertés teljes
genomok GROENEN et al. (2012) 6sszehasonlitdsdval tobb sz&z lehetséges strukturalis eltérést
hataroztak meg. Ezeket a l0kuszokat az 6sszes genomszekvenalt sertésfajta esetében vizualizaltuk
és leellendriztiik az Integrative Genomics Viewer 2.0 (Broad Institute, Amerikai Egyesiilt Allamok)
szoftver ROBINSON et al. (2011) segitségével. A program alkalmas nagymennyiségii adat
kezelésére, tobb genom egyidejii vizsgéalatira és a felhasznaldbarat kezeldfeliilete révén a teljes
genom bazispar szinti elemzésére. Ezenkiviil a program segitségével a szekvencidkhoz tartozo
lefedettségi adatok is megjelenitheték, igy hasznos informaciok nyerheték a szekvencia
min6ségérol is ROBINSON et al. (2011). Az IGV felhasznaloi felilletének fontosabb elemei a 6.

abran lathatok.
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6. abra: Az IGV felhaszndléi felilete
a) a vizsgalt genomszakasz pozicidjat és méretét mutatja; b) a genomszekvenciara vonatkoz6 & lefedettséget
mutatja; c¢) adott szakaszon hidnyz6 szekvencia (delécio); d) rovid szekvenciadarabokat (readeket) jelold savok; e) a

referencia genom szekvenciait mutatja a megfeleld nagyitasban; f) a vizsgalt genomok azonosit6it mutatja
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Azokat a szekvencidkat, amelyek a vizualizalas alapjan alkalmasnak mutatkoztak sertésfajtak
elkllonitésére, az Ensembl (http://www.ensembl.org) adatbézisbol letdltottem, és az repetitiv
szakaszokat ,,soft mask™ opcio segitségével kiszlirtem. A varhatdéan diagnosztikai kilonbségeket
mutatd régiokra PCR primereket terveztem a Primer3 (GNU General Public License version 2.0,
http://bioinfo.ut.ee/primer3/) szoftverrel. A tervezett primereket UCSC In-Silico PCR

(http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?command=start) programmal ellendriztem le.

4.2 Biobanki mintak

A kutatds alapjat a MANGFOOD konzorcium altal létrehozott, korilbell 1600
mez6gazdasagi haszonallat és vadfaj egyedeinek szovet-, Vér-, szér-, sperma mintdjabol allo
gylijtemény adta. A biobankban talalhaté 908 sertés minta koziil 224 db széke, 102 db fecskehasu
72 db pedig voros mangalica egyedbdl szarmazik, amivel a gylijtemény az Gsszes mangalica csalad
¢és vonal genetikai allomanyat lefedi. A tobbi sertés minta fobb vilagfajtakbol szarmazik, hasonlo
nagysagrendben. A sertésen kivil szamos mas fajbdl illetve fajtdbol (gimszarvas, srga magyar
tyuk, magyar bronzpulyka, magyar kacsa, fodros tollu lud, fekete racka, gyimesi racka) és bolti

hastermékekbdl szarmazo minta szolgal kiilonbozd vizsgalatok elvégzésére.

4.3 DNS izolalas

Vizsgalataimhoz 231 sertés és 6 mas fajba tartozé egyed mintait valasztottam ki (2. tablazat).
A Kkivalasztott egyedek vér, szovet vagy sperma mintaibdl a Genomic DNA Mini Kit (Geneaid,
Taiwan) illetve a QlIAamp DNA Investigator Kit (QIAGEN, Németorszag) segitsegével izolaltam
DNS-t, a gyartdk utasitdsai szerint. Az izolalt DNS-ek mennyiségét és tisztasagat
spektrofotometrias eljarassal, Nanodrop ND-1000 (NanoDrop, Amerikai Egyesilt Allamok)
késziilék segitségével ellendriztem.
A mindségi ellendrzés alapjan a mintdk koncentracigja atlagosan 103,92 ng/ul volt (27,9 ng/ul -
809 ng/ul), és a tisztasdguk is a PCR reakciokhoz elvarhato 1,6-1,9 (260/280 nm-n mert abszorpcios
arany) hatarértékek kozott mozgott. A DNS mintakat a tovabbi vizsgalatokhoz 15 ng/ul

koncentracidra higitottam és -20°C-on taroltam.
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2. tblazat: A vizsgalat soran az altalam felhasznalt mintak szamszer( eloszlasa

Sertésfajtak z
Szoke Fecskehgsu Vores Duroc Pietrain Hampshire  Lapaly Nagy Vaddiszn6
mangalica mangalica mangalica fehér
24 24 24 35 12 12 12 12 16 171
Sertés hibridek Egyéb fajok z
Mangalica H39 x . Nagy fgher L6 Tyuk Lud Pulyka Kacsa  Gimszarvas
x duroc nagy fehér x lapély
12 36 12 1 1 1 1 1 1 66

4.4 PCR reakciok és az adatok kiértékelése

A reakcidkat 60 ng DNS templét felhasznalasaval végeztem, 0,2 mM-os primer, 0,2 mM-o0s
dNTP és 2 mM-os MgCl, végkoncentracié mellett, 0,5 U Immolase (Bioline, Egyesilt Kiralysag)

DNS polimeraz enzim felhasznalésaval (3. tblazat).

3. tablazat: A PCR reakcional hasznalt 6sszetevok mennyisége 1 reakcidra szamolva

PCR reakci6 Koncentréacid mlzﬁrr:figgg Végkoncentracio
Templat 15 ng/ul 4yl 60 ng
Primer 1 10 mM 0,5ul 0,2 mM
Primer 2 10 mM 0,5ul 0,2 mM
Primer 3 10 mM 0,5ul 0,2 mM
dNTP 25 mM 2ul 0,2 mM
MgCl. 50 mM 1ul 2mM
10x Immo Buffer 2,5ul 1x
Immolase 5U 0,1ul 05U
Desztillalt viz 13,9ul
Végtérfogat 25ul
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A PCR reakcidkat az alabbi PCR programmal végeztem:

Kezdeti denaturacio  95°C 10 perc 1x
Denaturacio 94°C 40 mésodperc

Annealing 60°C 40 mésodperc 40X
Extension 72°C 1 perc 10 méasodperc

Végso extension 72°C 5 perc 1x

A PCR termeékeket gélelektroforézissel valasztottam el, amely a DNS molekulak méret
szerinti elvalasztasat teszi lehetové agardz gélben LEE et al. (2012). Ehhez etidium-bromidot (EtBr)
tartalmazo, 1,2%-os, 1x toménységii TBE pufferrel készitett agardéz gélt hasznaltam. Az EtBr a
leggyakrabban hasznalt reagens, amely beépiil a DNS két szdla kozé és ultraibolya fényben torténd
fluoreszcenciaval lathatova teszi az agardz gélben elvalasztott kiillonboz6 méretli fragmenteket. A
fény intenzitdsdbdl a DNS mennyiségét is meg lehet becsulni LEE et al. (2012). A PCR reakcidkban
kapott DNS-fragmentumok méretének meghatarozasara 4pl GeneDirex 100bp DNA Ladder RTU
(GeneDirex, Egyesult Kirdlysag) és GeneDirex 1kb DNA Ladder RTU (GeneDirex, Egyesiilt
Kiralysdg) molekulasuly markert futtattam a PCR reakciokkal egytt. A gélelektroforézis
folyamatanak nyomon kovetésére Sul reakcidhoz 1pul 6x toménységli jelzOfestéket adtam és a
fragmentek elvalasztasat 4V/cm-es fesziltséggel, 90 percig végeztem. Az eredményekr6l
ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad, Amerikai Egyesiilt Allamok) késziilékkel képet
készitettem a kiértékeléshez.

A agaroz gélekrdl késziilt fotok alapjan meghataroztam az egyes egyedek genotipusat, az
adatokat Excel tablazatban rogzitettem és beldlik allélgyakorisagot szamoltam.

Az allélgyakorisagok alapjan a fajtaazonositast az INRA altal fejlesztett GeneClass2 program
PIRTY et al. (2004) segitségével végeztem. Ez a szoftver képes egyedeket és csoportokat egy adott
referencia populaciéhoz hozzarendelni és/vagy abbdl kizarni a megadott besorolasi kritériumok

alapjan.
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5 EREDMENYEK ES ERTEKELESUK

5.1 Bioinformatika

A csoportunkban kordbban meghatarozott tobb szdz, sertésgenomok kozotti lehetséges

strukturalis kiilonbségbdl 25 pozicidt vizualizaltam ¢és ellendriztem az IGV szoftver segitségével.

Ezen poziciok kozul 8 olyan szakaszt talaltam, amely a rendelkezésre all6 sertés genomszekvenciak

alapjan fajtaspecifikusnak tiiné kiilonbséget mutatott. Ezeket vizsgaltam tovabb PCR segitségével.

Elészor elOszlirést végeztem egy duroc sertés egyeden, harom mangalica egyeden (szoke,

voros, fecskehasu) és 8 sertésfajta 12-12 egyedét magaba foglalé kevert mintajan (mangalica,

duroc, H39 x NF, nagy fehér, vaddisznd). A vizsgalt 8 szakasz kozil hétnél kaptam PCR terméket,

de hatnak az esetében nem volt diagnosztikus értékli kiilonbség. A diagnosztikai kiilonbséget

mutaté marker, amelyet M3-nak neveztem el, mutatkozott alkalmasnak arra, hogy a mangalica fajta

elkulonitésre hasznalhato legyen (4. tblazat).

4. tablazat: Bioinformatikailag prediktalt markerpontok

Sorszam Szekvencia kilénbség Primer PCR eléteszt

1 Nem fajtaspecifikus Nincs

2 Nem fajtaspecifikus Nincs

3 Mangalica specifikus Tervezve Nem fajtaspecifikus kiilonbség
4 Mangalica specifikus Tervezve Nincs termék

5 Mangalica specifikus Tervezve Nem fajtaspecifikus kilonbség
6 Mangalica specifikus Tervezve Nem fajtaspecifikus kilonbség
7 Nem fajtaspecifikus Nincs

8 Nem fajtaspecifikus Nincs

9 Mangalica specifikus Tervezve Nem fajtaspecifikus kilonbség
10 Nem fajtaspecifikus Nincs

11 Nem fajtaspecifikus Nincs

12 Nem fajtaspecifikus Nincs

13 Nem fajtaspecifikus Nincs

14 Nem fajtaspecifikus Nincs

15 Nem fajtaspecifikus Nincs

16 Mangalica specifikus Tervezve Nem fajtaspecifikus kiilonbség

17 (M3) Mangalica specifikus Tervezve Fajtaspecifikus kulénbség

18 Nem fajtaspecifikus Nincs

19 Nem fajtaspecifikus Nincs

20 Mangalica specifikus Tervezve Nem fajtaspecifikus kiilonbség
21 Nem fajtaspecifikus Nincs

22 Nem fajtaspecifikus Nincs

23 Nem fajtaspecifikus Nincs

24 Nem fajtaspecifikus Nincs

25 Nem fajtaspecifikus Nincs
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Az M3-as marker genomi pozicidjanak IGV programmal torténé vizualizacidjakor lathato (8.
abra), hogy az M3 marker P3 primere egy olyan szakaszra esik, amely a mangalicdkban hianyzik.
Ennek a deletalddott szakasznak a hossza 1217 bp, ezért a P1 és P2 primerekkel vegzett PCR
reakcio mangalicakban egy révidebb fragmentet eredményez, mig a P1 és P3 primerekkel végzett

reakcid csak a nem mangalica fajtdkban ad terméket.

Sz6ke mangalica | /% delécié A AA

Fecskehasii mangalica [ S :]
{ delecio AA
Vords mangalica | delécio A AA
Duroc = ‘l BB

La ¥
Duroc [Tra ‘BB
Vaddismné | ' ° ‘BB
Lapily i . " BB
Hampshire | '* | ‘BB
Nagy fehér ‘BB
Pietrain |’ “ BB

P1— A

M3 «—P2
«—P3

8. abra: Az M3 marker primereinek helyzete az ismert sertésfajtak genomjan

Az elbzetes tesztelést kovetden, a szekvenciak alapjan a mangalicak esetén egy 499bp (A
allél), mas fajtakban egy 808bp (B allél) hosszlsagu fragmentet varhatunk, mig a mangalicak egyéb
fajtakkal alkotott hibridjeiben mindkét fragment megjelenik (9. bra).

M MxD D W

AA AB BB BB

9. dbra: Az M3 marker genotipusos megjelenése a gélképen
M= mangalica, MxD= mangalicaxduroc hibrid, D= duroc, W= vaddisznd

AA= homozig6ta, AB= heterozigéta, BB= homozigéta
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A tovabbiakban az elGsziirésen igéretes eredményeket mutaté M3-as markert hasznaltam mas
sertesfajtak és egyedek vizsgélatara. Ehhez, két egyenként 96 egyedet magaba foglal6 mintasort
allitottam 0ssze, ahol az azonos fajtakhoz tartozok egy sorban voltak (1. és Il. melléklet). Tovabba
16 vaddiszn6-, 12 lapaly-, és 14 duroc egyed mintait tartalmazé mintasort hasznaltam (IlI.
melléklet).

5.2 PCR optimalizalas és az M3 marker tesztelése

Ezekben a vizsgalatokban az egyedek genotipizalasat az M3 marker mindharom primerét
tartalmazo un. multiplex PCR reakcioval vegeztem. A multiplex PCR mésodik Iépésének 72 °C-on
végzett kiterjesztési idejét ugy allitottam be, hogy mangalicdkban csak a P1-P2 primerekkel
képz6d6 499 bp nagysagh fragment, mig a nem mangalica fajtakban csak a P1-P3 primerekkel
képz6dd 808 bp méretii termék jelenjen meg. Osszesen 237 (231 sertés és 6 mas fajhoz tart6zo)
egyedet vizsgaltam. A varakozasoknak megfeleléen a mangalicakban a 499bp hosszi DNS
fragment (A allél), mig mas fajtdkban a 808bp hosszlséagu termék (B allél) jelent meg. Mangalica
hibridek esetén mind a hosszabb, mind a révidebb jel lathatd, ami szintén Gsszhangban van a
varakozésokkal.

A kontrollként hasznélt nem sertés fajokban nem kaptunk a markereink nagysaganak
megfelel terméket. A 10-es és 11-es abran a két 96-os mintasor elektroforézisének gélképe lathato.

e Al 2 Bl B2C1C2 D1 D2 El E2 F1 2 C1 G2 HL 2 A3A4 B3B4 C3 C4 D3 D4 E3 E4 F3 FAG3 G4 H3 H4

808bp —
499bp ——

l------- SR —
Rl

Ead el
o '........“ > - ---..‘......-

@ A5 A6 BS B6C5 C6 DS D6 ES E6 F5 F6 G5 G6 H5 H6 A7 A8 B7 B8 C7C8 D7 D8 E7 E8 F7 F8 G7 G8 H7 HB '™
- - — = —
D e - e R - - @D e D &> - = o

S lasnnsaid Bosbabobbiz

- A9 Al10 B9 Bl10 €9 C10 D9 D10 E9 E10 F9 F10 G5 G10 H® HI0All Al12B11B12 C11 C12 D11 D12 E11 F12 F11 FI2 GC11 G12 H11 Hige

o JCEEEE R P R
= 4‘-¢..“.~ . ¥

10. abra: Az M3-as marker gélképe (Marker 1kb GeneDirex).
Sz6ke mangalica (A1-A12); Sz6ke mangalica kanok (B1-B12); Fecskehasi mangalica (C1-C12); Fecskehasu
mangalica kanok (D1-D12); V6rds mangalica (E1-E12); V6rds mangalica kanok (F1-F12); Duroc (G1-G12, H1-H9);
Sz6ke mangalica x duroc (F1) (H10-12)
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Al A2 Bl B2Cl1 C2 DI D2 E1E2F1 F2 G1G2 HL R A3 MBI B4C3IC4D3 IME3 E4F3 F4 G3G4 H3 H4

.o

A5 A6 B5 B6C5 C6 D5 D6E5S E6 F5 F6 G5 G6 HS H6 AVAB B7 B8 C7C8 D7 D8 E7 EB F7 F8 G7 GB H7HB
-

A9 Al0 B2B10 C9 C10 D9 D10 E9 E10 F#F10 G2 G10 H9 HI0AIll A2 Bll B12 C11 C12D11 D12 E11 EI2 F11 F12 G11 G12 H1l1 Hi2

.o
. - e .

11. dbra: Az M3-as marker gélképe. (Marker 100bp GeneDirex).
Pietrain (A1-A12); Hampshire (B1-B12); Nagy fehér (C1-C12); Mangalica x duroc (F1) (D1-D6); Kontroll fajok (D7-
D12); H39 x Nagy fehér (E1-E12), H39 x Nagy fehér (F1-F12); H39 x Nagy fehér (G1-G12); Nagy fehér x lapaly (H1-
H12)

meghatarozasara (4. tablazat). A kapott genotipusokat Excel tablazatban rogzitettem és ez alapjan
szamoltam allélgyakorisdgokat (V. melléklet), aminek az Osszesitett eredmenyét az 5. tablazat

szemlélteti.
4.tablazat: A sertésfajtadk genotipusai az M3 markerre
SM FM VM D MxD P H NF L H39xNF | NFxL Vv
n=24 | n=24 | n=24 | n=35 | n=12 n=12 | n=12 | n=12 | n=12 n=36 n=12 | n=16
AA 24 24 24 0 2 0 0 0 0 0 0 0
AB 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 1
BB 0 0 0 35 0 12 12 12 12 36 12 15

SM = Szdéke mangalica; FM = Fecskehasu mangalica; VM = Voros mangalica; D = Duroc; MxD = MangalicaxDuroc
hibrid; P = Pietrain; H = Hampshire; NF = Nagy fehér; L = Lapaly; H39xNF = H39xNagy fehér hibrid; LxNF =
LapalyxNagy fehér hibrid; V = vaddiszné

5.tablazat: Allélgyakorisagok az M3 markerre

H NF L H39xNF | NFxL Vv
n=12 n=36 n=12 n=16

SM FM VM D MxD P
N=24 | n=24 | N=24 | n=35 n=12 n=12 | n=12 | n=12

493bp 100% | 100% | 100% | 0% | 58,33% | 0% 0% 0% 0% 0% 0% 3,13%
802bp 0% 0% 0% | 100% | 41,67% | 100% | 100% | 100% | 100% 100% 100% | 96,87%

SM = Széke mangalica; FM = Fecskehast mangalica; VM = Voros mangalica; D = Duroc; MxD = MangalicaxDuroc
hibrid; P = Pietrain; H = Hampshire; NF = Nagy fehér; L = Lapaly; H39xNF = H39xNagy fehér hibrid; LxNF =
LapalyxNagy fehér hibrid; V = vaddiszno
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A PCR termékek segitsegével az 0sszes vizsgélt egyed genotipizalhat6 volt. Ezt a 12. 4bra
mutatja, ahol a piros vagy z6ld szin az adott allél homozigdta genotipuséat, a sarga pedig a

heterozigota genotipust jeldli.

AA-
AB-

Duroc n=35 BB..

Duroc x Mangalica n=12

Mangalica n=72
Vaddisznoé n=16
Pietrain n=12
Hampshire n=12
Nagy fehér n=12
Nagy fehér x Lapaly n=12
Lapaly n=12
H39 x Nagy fehér n=36

12. dbra: Az M3 marker genotipizalasi képe
AA a mangalicara jellemz6é homozigéta genotipust; BB a nem mangalica fajtakra jellemz6 homozigoéta genotipust, AB

a sargéval pedig a heterozigétakat jeldli

Az eredmények alapjan a mangalica fajtakban az M3 marker rdvidebb alléljanak a
gyakorisaga 100%, azaz csak ez az allél figyelhetd meg. A tobbi sertésfajtaban csak a hosszabb B
allel van jelen, azok egyeértelmiien -elkiilonithetéek a mangalica-specifikus alléltol. A
mangalicaxduroc hibridek allélgyakorisaganak aranya megkdzeliti az 50%-ot, ahogy az véarhatd
volt. A vizsgalt vaddiszndk esetén egy egyedben megtalaltuk a mangalicéara jellemzd allélt is. Ez
azzal magyarazhato, hogy a mangalica hagyomanyos extenziv tartasa lehet6vé tette a mangalicak és
a vaddisznok keresztezddését.

A fajta megfeleltetésekhez az INRA GeneClass2 szoftvert hasznaltuk. Az eddig vizsgalt 231
sertés egyedbdl referencia-adatbazist hoztunk létre, ahol minden egyednek pontosan tudtuk a
szarmazasat az Aallattenyésztoktdl kapott torzslapok és szarmazasi lapok alapjan; vaddisznok
esetében pedig a hivatasos vadaszok kullemi biralata alapjan. Az altalam fejlesztett M3 marker

mutatja a legpontosabb fajtaazonositast a mangalica specifikus markerek kdzétt (MANGFOOD
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konzorcium marker, M1, M3). A mangalica egyedeket 100%-at mangalicaként azonositja, a tobbi
fajta egyedeit pedig nem mangalicaként. A vaddisznd esetén a 99%-os besorolast a jelenlévé
mangalica allél okozta. Ezen felul a mangalicaxduroc hibridek besorolasa is az elvartnak megfeleld

volt. Az M3 markerre vonatkoztatott besorolasi eredmények a 6. tablazatban lathatok.

6. tablazat: Az M3 marker besorolasi eredményei GeneClass2 szoftver alapjan

besorolas pontszam
Kijeldlt minta 1 %
Vaddiszn6 Nem mangalica| 99.999
Mangalica Mangalica | 100.000
Mangalica x Duroc Mangalica x Duroc | 100.000
Duroc Nem mangalica | 100.000
Pietrain Nem mangalica | 100.000
Hampshire Nem mangalica | 100.000
Nagy fehér Nem mangalica | 100.000
Lapaly Nem mangalica | 100.000
H39 x Nagy fehér Nem mangalica | 100.000
Nagy fehér x Lapély Nem mangalica | 100.000

A szoftver segitségével azt is megvizsgaltam, hogy az M3 marker, egyéb, méas Idkuszokra
tervezett mangalica markerekkel egyditt, milyen hatékonysagu besorolasra képes. Azt tapasztaltam,
hogy a tobbi fajtaval egyltt a vaddiszndkat is 100%-ban nem mangalicaként tudta azonositani a
program (7.tablazat).

7. tablazat: A GeneClass2 szoftver alapjan az M3 marker és tobbi mangalica marker egytittes besorolasi eredménye

besorolas pontszam
Kijel6lt minta 1 %
Vaddiszno Nem mangalica | 100.000
Mangalica Mangalica| 100.000
Mangalica x Duroc Mangalica x Duroc | 100.000
Duroc Nem mangalica | 100.000
Pietrain Nem mangalica | 100.000
Hampshire Nem mangalica | 100.000
Nagy fehér Nem mangalica | 100.000
Lapaly Nem mangalica | 100.000
H39 x Nagy fehér Nem mangalica | 100.000
Nagy fehér x Lapaly Nem mangalica | 100.000

Az eredmények alapjan létrehozott adatbazis lehetové tette az altalam fejlesztett marker

elvalasztasi hatékonysaganak (kizarasi valosziniiségének) meghatarozasat, és 0ssze tudtuk vetni a
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csoportunkban azonositott egyéb markerekkel. A mangalica markerek kdzil az M3 jelii 99,83%-0s
elvalasztési hatékonysagot mutat, mig méasik két markerrel egyiitt ez az érték 99,97% (8. tablazat).
Ez azt jelenti, hogy 100 vizsgalt egyedre levetitve 6nmagaban 0,17 a tébbi markerrel kombinalva

0,03 a tévesztési valoszinliség.

8. tdblazat: A mangalica markerek elvalasztasi hatékonysaga

Mangalica markerek
M1 M2 M3
Megbizhat6sag Af=(pm+gp)/2 | 0,8333 | 0,9965 | 0,9983

Osszesitett
] o CAf=1-X1-A 0,9997
megbizhat6sag
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6 KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Uj generéacios szekvenalasi modszerek alkalmazasaval, a MANGFOOD konzorcium keretén
belll, csoportunk korabban meghatarozta a mangalica sertésfajtak genomszekvencidjat, €s ezen
adatok felhasznélasaval tobb fajta-specifikus markert azonositottak. Munk&m soran egy 0j, M3 jelt
mangalica-specifikus markert talaltam, ami énmagaban is képes a mangalica fajta azonositasara, de
a mér rendelkezésre al16 markerekkel kombinalva alkalmas tovabb egy pontos, megbizhatd, gyors,

gazdasagos DNS-alapu vizsgalati modszer hatékonysaganak névelésere is.

Az ilyen markerekre alapozott DNS vizsgélatokkal megvaldsithatd mangalica termékek
eredetazonositasa, nyomonkovethetGsége, ami a jovében ellenérzési lehetOséget biztosithat az
élelmiszeripar szamara hustermékeket kovethetéségét az élelmiszerlancban, biztositva ezzel a
fogyasztok védelmeét.

Ugyanakkor ezeknek a vizsgalatoknak fontos szerepe lehet a mangalica génmeg0Orzésében és

a tenyészallatok genetikai ellenérzésében.

Jelenleg a meglévé Gsszes mangalica, vaddiszno, duroc marker egy multiplexben vald
optimalizélasa folyik a még gazdasagosabb felhasznalas érdekében.

A jovében fontos lenne még tovabbi, a mar meglévd mangalica, duroc ¢s vaddiszno
azonositasara alkalmas markereken tal, a Magyarorszagon fontosabb sertésfajtak genetikai
azonositasanak megvaldsitdsa DNS alapl modszer kidolgozasa, amely a jovoben ellendrzési
lehetéséget biztosithatna az élelmiszeripar szamara, a hustermékek keverési aranyanak pontos

felderitésére is.
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7 OSSZEFOGLALAS

A sertéshus ¢és hustermékek iranti mennyiségi €s mindségi igények folyamatosan
novekszenek, igy a termeldknek 10j technologidkat €s tenyésztési eljarasokat kell alkalmazniuk,
hogy ki tudjak elégiteni ezeket az igényeket.

A mangalica régi magyar fajtaink kozil sokaig veszélyeztetettnek szamitott, hiszen a
megvaltozott étkezési szokdsok megkovetelték az intenziv jellegli sertéstartast és a nagy
termelOképességli sertésfajtak kialakulasat, hattérbe szoritva ezt a hagyomanyos fajtat. A 90-es
évektdl a mangalica létszdm jelentés novekedésnek indult, kdszonhetden a génmegdrzési
programoknak, a falusi turizmusnak és névekvé gazdasagi jelentGségének.

A mangalica hisa a zsirjaban talalhato kedvezé zsirsavosszetételének koszonhetéen
izletesebb, porhanyodsabb, igy alkalmassa teszi prémium mindéségii termékek eldallitasara. Ennek
koszonhet6, hogy egyre keresettebbé valt mind a hazai-, mind a nemzetkdzi piacon, mint példaul
Spanyolorszag, az Amerikai Egyesiilt Allamok és Japan.

A megndvekedett gazdasagi érdeklddés és kereslet hatdsara megndtt a mangalica histermékek

hamisitasa is, igy kiemelt fontossagu lett egy mindségellendrzési rendszer kidolgozasa.

A mangalica termékek versenyképességének novelése és ellendrzése érdekében jott létre
2009-ben a MANGFOOD konzorcium és elinditotta hazank elsé haszonallat genomprogramjat.
Meghatarozta a mangalica mindharom szinvaltozatanak teljes genomjat, és kidolgozott egy olyan
DNS-diagnosztikai rendszert, amely alkalmas a mangalica termékek nyomon kovetésére, azok
hamisitasanak kivédésére és a fajta tisztasaganak megOrzésére.

A Sertés Genomszekvenalasi Konzorcium (Swine Genome Sequencing Consortium) 2012-
ben publikalta a fontosabb eurdpai és azsiai vad és hazi sertések 55 egyedének teljes
genomszekvencidjat, ami tovabbi lehetdséget biztositott szekvencia kilonbségek keresésére a
mangalica és mas sertesfajtak kozott.

A program lezardsat kovetden a Nemzeti Agrarkutatisi és Innovacios Kozpont
Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatointézet, Mezdgazdasagi Genomikai és Bioinformatikai
Csoport munkajahoz csatlakozva, sikerilt egy mangalica-specifikus markert fejlesztenem, amely a
MANGFOOD konzorcium és a csoport altal fejlesztett markerekkel kombinalva 99,97%-0s
hatékonysaggal képes gyorsan és olcson a mangalica, duroc, vaddisznd, mas fontosabb sertésfajtak

és ezen fajtak hibridjeiknek megkilénbdztetésére.
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A jovében ezek a markerszettek ellendrzési lehetéséget biztosithatnak az élelmiszeripar
szdméra, a hustermékek keverési aranyanak pontos felderitésére, valamint fontos szerepe lehet a

tenyészallatok genetikai tisztasaganak ellenérzésében is.
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10 MELLEKLET

I. melléklet:
Plate I. 1 2 3 4 5) 6 7 8 9 10 11 12
Széke mangalica A 2 3 4 11 19 23 24 29 30 35 36 37
Széke mangalica kanok B | 1090 | 1094 | 1100 | 1102 | 1104 | 1105 | 1108 | 1109 | 1157 1167 1168 1169
Fecskehast mangalica © 15 25 27 32 33 40 48 60 64 70 73 75
Fecskehasii mangalica kanok | D | 1093 | 1095 | 1096 | 1098 | 1107 | 1110 | 1112 | 1114 | 1159 1160 1161 1162
Voros mangalica E 13 14 22 31 38 43 58 61 65 602 608 609
Voros mangalica kanok F | 1091 | 1092 | 1097 | 1101 | 1106 | 1111 | 1113 | 1164 | 1165 1166 1170 1171
Duroc G 20 21 205 206 207 208 209 210 211 598 599 600
3 gtl; rg)fM H | 1115 | 1116 | 1117 | 1172 | 1078 | 1079 | 1080 | 1081 | 1082 | 671DxM | 672 DxM | 674 DxM
I1. melléklet:
Plate Il. 1 2 3 4 5) 6 7 8 9 10 11 12
Pietrain A 506 507 508 509 510 511 512 513 514 515 516 517
Hampshire B | 518 519 520 521 522 523 524 525 526 527 528 529
Nagy fehér C 234 235 236 237 238 239 240 241 242 243 244 245
. f s 1183 | 1209 1221 1239 | 1255 1146
Mangalica x duroc, més fajok | D | 658 659 660 666 667 673 16 tyik | pulyka | kacsa lad szarvas
H39 x nagy fehér_1 E | 303 304 305 306 307 308 309 310 311 313 314 315
H39 x nagy fehér_2 F | 1042 | 1043 | 1044 | 1045 | 1046 | 1047 | 1048 | 1049 1050 1051 1052 1053
H39 x nagy fehér_3 G | 316 317 318 319 320 321 322 | 1054 1055 1056 | 1057 1058
Nagy fehér x lapaly H | 1066 | 1067 | 1068 | 290 291 292 294 295 296 297 298 302
I11. melléklet:
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Duroc szér | 1297 | 1298 | 1299 | 1300 | 1301 | 1302 | 1303 | 1304 | 1305 | 1306 | 1307 | 1308 | 1309 | 1310
Lapaly 214 | 215 | 1069 | 1070 | 1072 | 1073 | 1074 | 1075 | 1076 | 1077 | 555 | 554
Vaddiszné | 342 | 350 | 356 | 357 | 359 | 495 | 497 | 499 | 500 | 501 | 503 | 610 | 611 | 612 | 996 | 997
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IV. melléklet: Allélgyakorisagok az M3 markerre

Széke mangalica Fecskehasu mangalica Voroés mangalica Duroc
Bloban,k! Genotipus Bloban,k! Genotipus Blobaqk! Genotipus Blobaqk! Genotipus
azonositd azonositd azonosité azonosité

2 AA 15 AA 13 AA 20 BB
3 AA 25 AA 14 AA 21 BB
4 AA 27 AA 22 AA 205 BB
11 AA 32 AA 31 AA 206 BB
19 AA 33 AA 38 AA 207 BB
23 AA 40 AA 43 AA 208 BB
24 AA 48 AA 58 AA 209 BB
29 AA 60 AA 61 AA 210 BB
30 AA 64 AA 65 AA 211 BB
35 AA 70 AA 602 AA 598 BB
36 AA 73 AA 608 AA 599 BB
37 AA 75 AA 609 AA 600 BB

1090 AA 1093 AA 1091 AA 1115 BB

1094 AA 1095 AA 1092 AA 1116 BB

1100 AA 1096 AA 1097 AA 1117 BB

1102 AA 1098 AA 1101 AA 1172 BB

1104 AA 1107 AA 1106 AA 1078 BB

1105 AA 1110 AA 1111 AA 1079 BB

1108 AA 1112 AA 1113 AA 1080 BB

1109 AA 1114 AA 1164 AA 1081 BB

1157 AA 1159 AA 1165 AA 1082 BB

1167 AA 1160 AA 1166 AA 1297 BB

1168 AA 1161 AA 1170 AA 1298 BB

1169 AA 1162 AA 1171 AA 1299 BB

1300 BB
1301 BB
1302 BB
1303 BB
1304 BB
1305 BB
1306 BB
1307 BB
1308 BB
1309 BB
1310 BB
n=24 n=24 n=24 n=35
Allélfrekvencia
A (499 bp) 100% 100% 100% 0%
B (808 bp) 0% 0% 0% 100%
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H39 x Nagy fehér Nagy fehér x lapaly Lapaly Vaddiszné
Dlovet | canotnus | S0 | enatipus | SO0 | Genotpus | S0P | Ganotos

303 BB 1066 BB 214 BB 342 BB
304 BB 1067 BB 215 BB 350 BB
305 BB 1068 BB 1069 BB 356 BB
306 BB 290 BB 1070 BB 357 BB
307 BB 291 BB 1072 BB 359 BB
308 BB 292 BB 1073 BB 495 BB
309 BB 294 BB 1074 BB 497 BB
310 BB 295 BB 1075 BB 499 BB
311 BB 296 BB 1076 BB 500 BB
313 BB 297 BB 1077 BB 501 BB
314 BB 298 BB 555 BB 503 BB
315 BB 302 BB 554 BB 610 AB
1042 BB 611 BB
1043 BB 612 BB
1044 BB 996 BB
1045 BB 997 BB
1046 BB

1047 BB

1048 BB

1049 BB

1050 BB

1051 BB

1052 BB

1053 BB

316 BB

317 BB

318 BB

319 BB

320 BB

321 BB

322 BB

1054 BB

1055 BB

1056 BB

1057 BB

1058 BB

n=36 n=12 n=12 n=16
Allélfrekvencia
A (499 bp) 0% 0% 0% 3,13%
B (808 bp) 100% 100% 100% 96,87%
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Pietrain Nagy fehér Hampshire Mangalica x Duroc
B | s B | o | S | G| B8 | ot
506 BB 234 BB 518 BB 658 AB
507 BB 235 BB 519 BB 659 AB
508 BB 236 BB 520 BB 660 AB
509 BB 237 BB 521 BB 666 AB
510 BB 238 BB 522 BB 667 AB
511 BB 239 BB 523 AB 673 AB
512 BB 240 BB 524 BB 671 AA
513 BB 241 BB 525 BB 672 AA
514 BB 242 BB 526 BB 674 AB
515 BB 243 BB 527 BB 656 AB
516 BB 244 BB 528 BB 657 AB
517 BB 245 BB 529 BB 661 AB
n=12 n=12 n=12 n=12
Allélfrekvencia
A (499 bp) 0% 0% 0% 58,33%
B (808 bp) 100% 100% 100% 41,67%
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11 NYILATKOZAT

Alulirott , a Szent Istvan Egyetem Mezdégazdasag- és

Kornyezettudomanyi  Kar szak nappali/levelezé

tagozatvégzos hallgatoja nyilatkozom, hogy a dolgozat sajat munkam, melynek elkészitése soran a
felhasznalt irodalmat korrekt mddon, a jogi és etikai szabalyok betartasaval kezeltem. Hozzajarulok
ahhoz, hogy szakdolgozatom/diplomadolgozatom egyoldalas 6sszefoglaloja felkeruljon a Kar /
Intézet /Szak honlapjara. A digitalis verziéban (pdf formatumban) leadott dolgozatom elérhet6
legyen a témat vezeté tanszéken/intézetben, illetve a kialakitasra kerllé Kari kdzponti

nyilvantartasaban, a jogi és etikai szabalyok teljes korii betartasa mellett.

A dolgozat &llam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen ~ nem.

Gaodolls, év ho nap

hallgato alairasa

A dolgozat készitéjének konzulense nyilatkozom arrdl, hogy a szakdolgozatot/diplomadolgozatot
attekintettem, a hallgatét az irodalmak korrekt kezelésének kodvetelményeirél, jogi és etikali
szabélyairdl tjékoztattam.

A szakdolgozatot/diplomadolgozatot zardvizsgan torténé védésre javaslom / nem javasiom.

A dolgozat allam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen ~ nem.

Gaodolls, év ho nap

témavezetd alairasa
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